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(57) Abstract: The invention relates to a microscope with a first and a second illuminating light beam (3, 38), for the illumination 
of a sample (25), characterised in that the first and/or the second illuminating light beam (3, 33) illuminates the sample (25) with 
^^^1 an evanescent wave. For a CARS investigation, the first illuminating light beam can be a pumped light beam (43) and the second 

^ illuminating light beam can be a Stokes light beam (45). In order to achieve an increase in resolution, the first illumination light 
beam can be an excitation beam and the second illuminating light beam can be a stimulating light beam. 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite] 
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(57) Zusainmenfassung: Ein Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten Beleuchtungslichtstrahl (3,38) zum Beleuchten einer 

Probe (25) ist dadurch gekennzeichnet, dass der erste und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl (3, 33) die Probe (25) evaneszent 
beleuchtet. Zur CARS-Untersuchung kann der erste Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl (43) und der zweite Beleuchtungs- 
lichtstrahl ein Stokeslichtstrahl (45) sein. Zur Erzielung einer Auflosungssteigemng kann der erste Beleuchtungslichtstrahl ein An- 
regungs und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl sein. 
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Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtuna 



Die Erfindung betrifft ein Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten 
Beleuchtungslichtstrahl zum Beleuchten einer Probe. 

5 Die Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur - insbesondere 
mikroskopischen -Untersuchung einer Probe. 

Aus US 2002/0097489 A1 ist ein Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtung 
einer Probe bekannt. Das Mikroskop beinhaltet eine WelBlichtquelle, deren 
Licht Ober eine Schlitzblende durch das Mikroskopobjektiv hindurch in den 

10 eine Probe tragenden Objekttrager zur evaneszenten Beleuchtung 
eingekoppelt wird. Das Beleuchtungslicht pflanzt sich in dem Objekttrager 
durch totalinterne Reflektion fort, wobei die Beleuchtung der Probe nur im 
Bereich des aus dem Objekttrager herausragenden evaneszenten Feldes 
erfolgt. Mikroskope dieser Art sind unter dem Begriff TIRFM (Total Internal 

1 5 Reflection Fluorescent Microscope) bekannt. 

Die z-Aufl6sung von TIRF-Mikroskopen ist aufgrund des nur ca. 100 nm in die 
Probe ragenden evaneszenten Feldes auBerordentlich gut. 

Aus DE 101 08 796 A1 ist ein hochaperturiges Objektiv, insbesondere fur 
TIRF-Anwendungen bekannt. Das Objektiv besteht aus einer ersten Linse mit 
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einer positiven Brechkraft, einer zweiten Linse mit negativer Brechkraft, wobei 
das Brennweitenverhaltnis zwischen den beiden Linsen im Bereich von - 0,4 
und - 0,1 liegt und die Gesamtbrechkraft groBer Null ist. Ferner beinhaltet das 
Objektiv zwei positive Linsen, deren Verhaltnisdurchmesser zur Brennweite 
5 groRer 0,3 und kleiner 0,6 ist. Ferner beinhaltet das Objektiv eine Negativlinse 
und einer Sammellinse, wobei die Negativlinse der Frontgruppe zugewandt ist 
und das Brennweitenverhaltnis der Negativlinse und der Sammellinse 
zwischen - 0,5 und - 2 liegt. 

Aus DE 102 17 098 A1 ist eine Auflichtbeleuchtungsanordnung fur die TIRF- 
10 Mikroskopie bekannt. Die Auflichtbeleuchtungsanordnung beinhaltet eine 
Beleuchtungsquelle, die im Betrieb ein polarisiertes 
Beleuchtungsstrahlenbundel abgibt, das unter einem Winkel zur optischen 
Achse propagiert und eine Umlenkeinrichtung, die das 
Beleuchtungsstrahlenbundel umlenkt und parallel zur optischen Achse in das 
15 Objektiv einkoppelt. Es ist bei dieser Auflichtbeleuchtungsanordnung 
vorgesehen, dass das von der Beleuchtungsquelle abgegebene 
Beleuchtungsstrahlenbundel s- und p-Polarisationsrichtungen mit einer 
Phasendifferenz aufweist und die Umlenkeinrichtung das 
Beleuchtungsstrahlenbundel x-mal reflektiert, wobei x = (n x 180 **-d)/60 ^. 

20 Aus DE 101 43 481 A1 ist ein Mikroskop zur TIRM (Total Internal Reflection 
Microscopy) bekannt. Das Mikroskop weist ein Mikroskopgehause und ein 
Objektiv auf. Das von einer Beleuchtungseinrichtung ausgehende 
Beleuchtungslicht kann uber einen in das Mikroskopgehause einschiebbaren 
Adapter eingekoppelt werden. 

25 Aus US 2004/0001253 A1 ist ein Mikroskop mit einem optischen 
Beleuchtungssystem, das ein einfaches Umschalten zwischen evaneszenter 
Beleuchtung und Reflektionsbeleuchtung ermoglicht. Das 
Beleuchtungssystem beinhaltet eine Laserlichtquelle, deren Licht in eine 
optische Faser eingekoppelt wird. Ferner ist eine Auskoppeloptik vorgesehen, 

30 die das aus der Faser austretende Licht in einen hinteren Brennpunkt des 
Mikroskopobjektivs fokussiert. Die optische Faser ist in einer Ebene senkrecht 
zur optischen Achse des Mikroskopobjektivs verschiebbar. 
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Aus DE 102 29 935 A1 ist eine Einrichtung zur Einkopplung von Licht in einem 
Mikroskop bekannt. Dabei wird in der Leuchtfeldblendenebene durch eine als 
Schieber ausgefuhrte Liclitleitfaser-Einkopplung Laserliclit auf das Praparat 
5 gerichtet. Die Erfindung ist insbesondere fur das TIRF-Verfaliren geeignet. 

In der Rastermikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstralil beleuchtet, urn 
das von der Probe emittierte Detektionslicht, als Reflexions- oder 
Fluoreszenzlicht, zu beobachten. Der Fokus eines 
Beleuchtungslichtstrahlenbuhdels wird mit Hilfe einer steuerbaren 

10 Strahlablenkeinrichtung, im Allgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in 
einer Probenebene bewegt, wobei die Ablenkachsen meist senkrecht 
aufelnander stehen, so dass ein Spiegel in x-, der andere in y-Richtung 
ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekt 

15 kommenden Detektionslichtes wird in Abhangigkeit von der Position des 
Abtaststrahles gemessen. Oblicherweise werden die Stellelemente mit 
Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegelstellung ausgerustet. Speziell in 
der konfokalen Rastermikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus eines 
Lichtstrahls in drei Dimensionen abgetastet. 

20 Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle, 
eine Fokussieroptik, mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die 
sog. Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, eine 
Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 

25 Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluoreszenz- oder Reflexionslicht 
gelangt uber die Strahlablenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert 
diesen, urn anschlieBend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden, Diese Detektionsanordnung wird 

30 Descan-Anordnung genannt. Detektionslicht, das nicht direkt aus der 
Fokusregion stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die 
Detektionsblende nicht, so dass man eine Punktinformation erhalt, die durch 
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sequentielles Abtasten des Objekts mit dem Fokus des 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. 
Meist wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise Bilddatennahme 
erzielt. 

5 Anordnungen, die das Auflosungsvermogen eines konfokalen 
Rastermikroskops ist unter anderem durch die Intensitatsverteilung und die 
raumliche Ausdehnung des Fokus des Anregungslichtstrahis gegeben. EIne 
Anordnung zur Steigerung des Auflosungsvermogens fur 
Fluoreszenzanwendungen ist aus der PCT/DE/95/00124 bekannt. Hierbei 

10 werden die lateralen Randbereiche des Fokusvolumens des 
Anregungslichtstrahis mit einem Lichtstrahl einer anderen Wellenlange, dem 
sog. Stimuiationslichtstrahi, der von einem zweiten Laser emittiert wird, 
beleuchtet, urn dort die vom Licht des ersten Lasers angeregten 
Probenbereiche stimuliert in den Grundzustand zuruck zu bringen. Detektiert 

15 wird dann nur das spontan emittierte Licht aus den nicht vom zweiten Laser 
beleuchteten Bereichen, so daB insgesamt eine Auflosungsverbesserung 
erreicht wird. Fur dieses Verfahren hat sich die Bezeichnung STED 
(Stimulated Emission Depletion) eingeburgert. 

Beispielsweise aus US 2002/0167724 A1 und aus US 6,667,830 B1 ist eine 
20 Varlante der STED-Technik bekannt, bei der die vom Licht des ersten Lasers 
angeregten Probenbereiche mit dem Licht des zweiten Lasers zunachst weiter 
- namlich in einen dritten Zustand - angeregt werden. Bei dieser Variante, fur 
die sich auch der Begriff „up-conversion" eingeburgert hat, wird aquivalent zu 
der Variante der direkten stimulierten Abregung in den Grundzustand eine 
25 Auflosungssteigerung erzielt. 

Coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS)-Mikroskopie ist eine Technik, 
die zunehmend an Bedeutung gewinnt. Ein groBer Vorteil ist, dass die Proben 
nicht mit Farbstoffen markiert werden mussen. AuBerdem konnen lebende 
Zellen untersucht werden. 

30 Im Vergleich zur herkommlichen Raman-Mikroskopie und der bekannten 
konfokalen Raman-Mikroskopie kann man bei der CARS-Mikroskopie eine 
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hohere Ausbeute an Detektionslicht erzielen, storende Nebeneffekte besser 
unterdrucken und das Detektionslicht leicliter vom Beleuchtungsiicht trennen. 
Fur die konventionelle konfokaie Raman-Spektroskopie wird ein 
Detektionspinhole benotigt, urn eine gute axiale Auflosung zu erreichen, sowie 
5 ein hochauflosendes Spektrometer. CARS dagegen ist ein nichtlinearer 
optischer Prozess (Vierweilen-Mlschprozess). Ahnlich, wie bei der 
Multiphotonen-Mlkroskopie, bei der zwei oder mehr Photonen gleichzeitig 
absorbiert werden, wird, da die Wahrscheinlichkeit des Phasenrichtigen 
gleichzeltigen Zusammentreffens mehrer Photonen im Fokus auf Grund der 

10 hoheren Photonendichte am groBten ist, kein Detektionspinhole benotigt, 
Ohne Detektionspinhole wird die gleiche axiale Auflosung erzielt wie bei der 
Multiphotonen-Mikroskopie. Fur die CARS-Spektroskopie werden 
ubiicherweise 2 Laser, die Licht unterschiedlicher Wellenlangen emittieren (vp 
und vs, Pump- und Stokeslaser), benutzt, wobei vs durchstimmbar sein sollte, 

15 um ein CARS-Spektrum Vcars zu erzeugen (vcars =2vp - Vs, Icars (Ip)^-ls). 
Stimmt die Differenzfrequenz vr - vs mit der Differenzfrequenz zwischen zwei 
molekularen Vibrationszustanden |l) und |0) in der Probe uberein, so ist das 

CARS-Signal sogar noch verstarkt. Der Pumplichtstrahl und der 
Stokeslichtstrahls werden bei mikroskopischen Anwendungen koaxial 
20 vereinigt und gemeinsam auf dasselbe Probenvolumen fokussiert. Die 
Richtung, in der die Anti-Stokes-Strahlung emittiert wird, ergibt sich aus der 
Phasenanpassungsbedingung fur den Vier-Wellen-Mischprozess. 

Aus der US-Patentschrift 4,405,237 ..Coherent anti-Stokes Raman device" ist 
eine Vorrichtung bekannt, bei der zwei gepulste Laserstrahlen, die von zwei 
25 Lasern erzeugt werden und die unterschiedliche Wellenlangen im sichtbaren 
Bereich oder im UV-Bereich des Spektrums aufweisen, genutzt werden, um 
eine Probe simultan zu beleuchten. Bei geeigneter Wahl der Wellenlangen 
kann die Probe derart angeregt werden, dass sie die charakteristische 
Coherent anti-Stokes Raman-Strahlung emittiert. 

30 Aus James W.M. Chon, Min Gu, „Scanning total internal reflection 
fluorescence microscopy under one-photon and two-photon excitation: Image 
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formation", Appl. Opt. 43, 1063-1071, 2004 und aus 
Florian Schapper, Jose T. Gongalves, Martin Oheim, "Fluorescence imaging 
with two-photon evanescent wave excitation", Eur. Biophys. J. 32, 635-643, 
2003 ist bekannt eine evaneszent beleuchtete Probe uber einen 
5 Zweiphotonenprozess anzuregen. 

Die bislang bekannten Techniken zur evaneszenten Probenbeleuchtung 
erlauben lediglich die Probenschichten zu untersuchen, die direkt an das 
Deckglas bzw. direkt an den Objekttrager angrenzen. 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Mikroskop anzugeben, das 
10 eine weitgehend flexible Probenuntersuchung, insbeondere auch der 
Bereiche, die nichit unmittelbar an das Deckglas oder an den Objekttrager 
angrenzen, zu ermoglichen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Mikroskop geldst, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dass der erste und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl die Probe 
1 5 evaneszent beleuchtet. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur - 
insbesondere rastermikroskopischen - Untersuchung einer Probe anzugeben, 
die weitgehend flexibel ist und sich nicht auf die Probenschichten beschrankt, 
die unmittelbar an das Deckglas bzw. an den Objekttrager angrenzen. 

20 Die weitere Aufgabe wird durch ein Verfahren zur - insbesondere 
mikroskopischen -Untersuchung einer Probe mit folgenden Schritten gelost: 

• Erzeugen eines ersten und eines zweiten Beleuchtungslichtstrahls 

• Beleuchten der Probe mit dem der ersten und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl, wobei zumindest der erste 

25 Beleuchtungslichtstrahl die Probe evaneszent beleuchtet. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsvariante weist das Mikroskop 
ein Objektiv mit einer Objektivpupille auf, wobei der erste und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel im Bereich der Objektivpupille einen Fokus 
30 aufweist. Vorzugsweise ist ein Einstellmittel vorgesehen, mit dem die 
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raumliche Position des Fokus innerhalb der Ebene der Objektivpupille 
veranderbar ist. Das Einstellmittel kann beispielsweise eine 
Strahlablenkeinrichtung mit mehreren Dreh- oder Kippspiegein oder mit einem 
kardanisch aufgehangten Spiegel umfassen. Das Einstellmittel kann auch als 
5 akustooptisches Element ausgebildet sein oder IVIikrospiegel beinlialten. Zum 
Einstellen der raumlichen Position des Fokus des ersten und/oder des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels kann auch eine verschiebbare Lichtleitfaser 
dienen. 

Der Winkel bezuglich der optischen Achse des Objektivs, unter dem der zur 
10 evaneszenten Beleuchtung der Probe vorgesehene 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel das Objektiv verlasst, hangt von der 
raumlichen Position des Fokus in der Objektivpupille ab. Der Winkel ist umso 
groBer, je groBer der Abstand des jeweiligen Fokus von der optischen Achse 
ist. Daher ist erfindungsgemaB insbesondere der Abstand des Fokus von der 
15 optischen Achse des Objektivs zur Einstellung des Winkels und damit zur 
Einsteliung der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes in die Probe 
einstellbar. 

In einer bevorzugten Ausgestaltungsform des erfindungsgemafien 
Rastermikroskops ist urn eine CARS-Untersuchung einer Probe zu realisieren. 
20 Der erste Beleuchtungslichtstrahlenbundel. ein Pumplichtstrahl und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel, ein Stokeslichtstrahls. 

In einer anderen, ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsform des 
erfindungsgemafien Rastermikroskops ist insbesondere zur Erzielung einer 
hohen Ortsauflosung das erste Beleuchtungslichtstrahlenbundel ein 

25 Anregungslichtstrahlenbundel zur optischen Anregung eines ersten 
Probenbereichs und der zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel ein 
Stimulationslichtstrahlenbundel zum Ausldsen einer stimullerten Emission 
Oder zum Auslosen einer weiteren Anregung, wobei die stimulierte Emission 
und/oder die weitere Anregung in einem weiteren zumindest teilweise mit dem 

30 ersten Probenbereich uberlappenden Probenbereich stattfindet. 

Besonders bevorzugt ist eine Variante, bet der das 
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Anregungslichtstrahlenbundel und das Stimulationslichtstrahlenbundel beide 
die Probe evaneszent beleuchten, wobei das Anregungslichtstrahlenbundel 
eine groBere Eindringtiefe aufweist als das Stimulationslichtstrahlenbundel. 
Urn dies zu realisieren, wird der Abstand des Fokus des 
5 Anregungslichtstrahlenbundels in der Objektivpupille von der optischen Achse 
des Objektivs groBer gewahit, als der Abstand des Fokus des 
Stimulationslichtstrahlenbundels in der Objektivpupille von der optischen 
Achse. Durch den relativ tiefer eindringenden Anregungslichtstrahlenbundel 
wird die Probe in einer an das Deckglas bzw. an den Objekttrager 

10 angrenzenden relativ breiten Schicht optlsch angeregt und durch den 
Stimulationslichtstrahl in einer relativ schmaleren, an den Objekttrager bzw. an 
das Deckglas angrenzenden -mit der ersten Schicht uberlappenden- Schicht 
stimuliert, optisch abgeregt, so dass letztlich weitgehend ausschlieBlich 
Fluoreszenzphotonen aus dem Teil der mit dem Anregungslichtstrahlenbundel 

15 beleuchteten Schicht detektiert werden, die nicht von dem 
Stimulationslichtstrahlenbundel beleuchteten Schicht raumlich uberlagert ist. 

In einer anderen erfindungsgemaBen Variante wird die Probe von dem 
Anregungslichtstrahlenbundel evaneszent beleuchtet und von dem direkt 
beleuchteten Stimulationslichtstrahlenbundel optisch stimuliert abgeregt. Das 

20 Stimulationslichtstrahlenbundel ist hierbei vorzugsweise derart manipulierl, 
dass der Fokus des Stimulationslichtstrahlenbundels innen hohl ausgebildet 
ist. Ein Hohlfokus ist beispielsweise mit Hilfe von Phasenfiltern, die in einer zur 
Fokalebene des Objektivs konjugierten Ebene (Fourierebene) angeordnet 
sind. Als Phasenfilter kann beispielsweise eine Ay2-Platte fungieren, die von 

25 dem Stimulationslichtstrahl uberleuchtet wird, so dass nur der innere 
Teilbereich des Stimulationslichtstrahlenbundels durch die X/2-Platte verlauft, 
wahrend der auBere Ring an der A/2-Platte vorbei verlauft. Letztlich werden 
die Fluoreszenzphotonen detektiert, die aus dem vom 
Anregungslichtstrahlenbundel evaneszent beleuchteten Teilbereich der Probe 

30 stammen, der im inneren des Hohlfokus des Stimulationslichtstrahlenbundels 
liegt. Auf diese Weise kann eine Abrasterung der Probe mit einer sehr hohen 
Ortsauflosung erfolgen. In z-Richtung ist die Ortsauflosung durch die 
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Eindringtiefe des evaneszent beleuchteten Anregungslichtstrahls gegeben 
(z.B. 100 nm), wahrend in den axialen Richtungen das Auflosungsvermogen 
durch die Abmessungen des Hohlfokus bestimmt sind. Zum Abrastern der 
Probe wird der Fokus des Stimulationslichtstraiilenbundels vorzugsweise mit 
5 einer Strahlablenkeinrichtung, vorzugsweise maanderformig uber bzw. durch 
die Probe gefulirt. 

In einer besonderen Ausgestaltungsvariante erfolgt durch das 
Stimulationslichtstrahlenbundel eine weitere Anregung der bereits angeregten 
Probenbereiche in einem dritten Anregungszustand. Auch diese Variante ist 
1 0 geeignet, urn eine hohe Ortsauf Idsung zu erzielen. 

Vorzugsweise ist das erste Beleuchtungslichtstrahlenbundel und/oder das 
zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel zeitlich gepulst. Hierzu kann 
beispielsweise zumindest eine gepulste Lichtquelle, wie ein 
modemverkuppelter Pulslaser (z.B. Titansaphirlaser) vorgesehen sein. Auch 
15 die Verwendung von gepulsten Halbleiterlasern oder von regenerativen 
Verstarkern ist beispielsweise moglich. 

Von besonderem Vorteil ist eine Ausgestaltungsform, bei der das erste 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel und das zweite 

Beleuchtungslichtstrahlenbundel zeitlich gepulst sind, wobei der zeitliche 

20 Abstand der Pulse des ersten BeleuchtungslichtstrahlenbQndels zu den 
Pulsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar ist. In dieser 
Variante konnen beispielsweise zwei Lichtquellen aufeinander synchronisiert 
sein, wobei der zeitliche Abstand der Pulse durch einstellbare 
Verzogerungsstrecken einstellbar ist. In einer anderen Variante kann auch das 

25 Licht des ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels und das Licht des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels von einer einzigen Lichtquelle entstammen, 
die einen aufzuteilenden Primarlichtstrahl emittiert, wobei vorgesehen sein 
kann, dass in den aufgeteilten Lichtzweigen eine Wellenlangenveranderung 
(OPO; mikrostrukturierte Faser; Frequenzvervielfachung) oder eine 

30 Leistungsveranderung (z.B. Verstarker oder Abschwacher) erfolgt. 

Das erfindungsgemaBe MIkroskop weist vorzugsweise zumindest eine 
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Mehrlinienlichtquelle und/oder zumindest eine Breitbandlichtquelle auf. 
Vorzugsweise sind die Wellenlangen bzw. ist die Wellenlange des ersten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels und/oder des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar. Es ist erfindungsgemaB 
5 moglich, dass der erste Beleuchtungslichtstrahlenbundel und auch der zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel Licht einer oder mehrerer Wellenlangen 
beinhalten kann, wobei sich die Wellenlangen des ersten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels und des zweiten 

Beleuchtungslichtstrahlenbundels voneinander unterscheiden konnen. 

10 In einer besonders bevorzugten Variante ist der Durchmesser des ersten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels und/oder des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar. Insbesondere ist es von Vorteil, 
wenn der Off nungswinkel des zu einem in der Objektivpupille liegenden Fokus 
zusammenlaufenden Beleuchtungslichtstrahlenbtindels einstellbar ist. Durch 

15 Anderung des Offnungswinkels bei der Fokussierung in die Objektivpupille 
andert sich die GroBe der Flache, die evaneszent beleuchtet wird. Wahit man 
die Flache der durch den Stimulationslichtstrahl evaneszent beleuchteten 
Flache so, dass sie kleiner ist als die von dem evaneszent anregenden 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel beleuchtete Flache, so kann man einen 

20 direkten Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in 
unmittelbarer Nahe der Objekttrageroberflache zu den 
Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in tiefergelegenen Schichten 
erhalten. 

Bei einer vorteilhaften Variante wird die Probe mit einer evaneszenten 
25 Anregungs-Beleuchtung mit einer relativ hohen Eindringtiefe beleuchtet 
werden. Mit einer evaneszenten STED-Beleuchtung 
(Stimulationslichtstrahlenbundel), die eine geringe Eindringtiefe aufweist 
(groBerer Eintrittswinkel in den Objekttrager), wird eine Fluoreszenz direkt am 
Objekttrager stimuliert abgeregt. Die Aufnahme des Fluoreszenzbildes erfolgt 
30 zeitiich spater (time-gated CCD), so dass nur Fluoreszenzphotonen aus tiefer 
liegenden Probenschichten detektiert werden. Die Einstellung der jeweiligen 
Tiefen sind sogar einstellbar, indem die radiaien Positionen der beiden 



wo 2005/029149 



PCT/EP2004/052293 



11 

Beleuchtungslichtfokusse in der Objektivpupille variiert werden. Die 
Beleuchtungslichtintensitat in der Probe nimmt bei TIRF exponentiell mit der 
Eindringtiefe ab. Umso effektiver ist der STED-Effekt direkt an der 
Objekttrageroberflache, so dass z.B. Probenschichten ab lOOnm Tiefe 
5 vermessen warden konnen. 

Vorzugsweise sind vor dam Dataktor (baispialsweise Multibanddataktor), dar 
beispielsweise als Kamara ausgastaltat sain kann, Bandpassfiltar und/odar 
Kantenfiltar angaordnat auf die jeweilige Emissionsbrandweite das 
- Fluoreszenzsignals durch abgastimmt sind. Zur Farbselektlon kann ein. 

10 disparsivas Elamant vorgasahan sain, dass eine spektrale Aufspaltung 
arzeugt, aus der die zu dataktiarandan Wallenlangenanteile ausgeblendet 
werden. Dar Dataktor kann auch als Farbdetektor, beispielsweise als 
Farbkamera ausgestaltet sein. Genauso ist es moglich, dass ein disparsivas 
Element das Detaktionslicht auf mehrere Detektoren aufteilt, um aina 

1 5 Spektraldetektion zu arraichan. 

In ainar ganz besondars bavorzugtan Ausfuhrungsform umfasst das 
Mikroskop ein Rastennikroskop; insbasondara ein konfokales 
Rastermikroskop. 

In der Zaichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
20 wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobai glaich wirkende 
Elemente mit danselban Bezugszeichen versehen sind. Dabel zeigan: 

Fig. 1 Ein erfindungsgemaRes Mikroskop und 

Fig. 2 Eine Detailansicht eines erfindungsgema3en Mikroskops zur 

Eriauterung ainas erfindungsgamaBan Verfahrens. 

25 

Fig. 1 zeigt ein erfindungsgemaRes Mikroskop mit einer ersten Lichtquelle 1, 
die ein erstes Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 erzeugt. Das erste 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel gelangt zu einer ersten 
Strahlablenkeinrichtung 5, die einen kardanisch aufgehangten Drehspiegel 7 
30 beinlialtet und wird von dieser Strahlablenkeinrichtung zu einer ersten Optik 9, 
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einer zweiten Optik 11 und einer dritten Optik 13 gefuhrt und von einem 
Strahlteiler 15, der als dichroitischer Strahlteiler 17 ausgefuhrt ist, zu dem 
Mikroskopobjektiv 19 gelenkt. Das Mikroskopobjektiv 19 weist eine hintere 
Brennebene (Objektivpupillenebene 21) auf. Das erste 
5 Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 weist in der Objektivpupillenebene 21 
einen als Punkt dargestellten Fokus 23 auf. Das 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 wird zur evaneszenten Beleuchtung der 
Probe 25 in einen Objekttrager 27 eingekoppelt. Zwischen dem Objekttrager 
und dem Objektiv 19 befindet sich ein Immersionsmittel 29. Das Mikroskop 

10 weist eine zweite Lichtquelle 31, die ein zweites 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 emittiert auf. Das zweite 
BeleuchtungslichtstrahlenbOndel 33 gelangt uber eine zweite 
Strahlablenkeinrichtung 35, die einen zweiten kardanisch aufgehangten 
Drehspiegel 37 beinhaltet, zur ersten Optik 9, zur zweiten Optik 11 und zur 

15 dritten Optik 13 und wird von dem Strahlteiler 15 zum Mikroskopobjektiv 19 
gelenkt. Das zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 weist in der 
Objektivpupillenebene einen Fokus 39 auf. Das zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 wird ebenfalls zur evaneszenten 
Probenbeleuchtung in den Objekttrager 27 eingekoppelt. Das erste 

20 Beleuchtungslichtstrahlenbundel verlasst das Mikroskopobjektiv 19 unter 
einem Winkel a zur optischen Achse 41 des Objektivs 19, wahrend das zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 das Objektiv 19 unter einem Winkel p 
verlasst. Der Winkel a ist durch Verandern des Abstandes des ersten Fokus 
23, des ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels 3 zur optischen Achse 41 

25 des Objektivs 19 einstellbar. Analog ist der Winkel p durch Verandern des 
Abstandes des zweiten Fokus 39 von der optischen Achse 41 einstellbar. Die 
Einstellung der Position des ersten Fokus 23 und des zweiten Fokus 39 erfolgt 
mit Hilfe der ersten Strahlablenkeinrichtung 5 bzw. mit Hilfe der zweiten 
Strahlablenkeinrichtung 35, die vorzugsweise jeweils in einer zur 

30 Objektivpupillenebene 21 korrespondierenden Ebene angeordnet sind. Da die 
Eindringtiefe der evaneszenten Beleuchtung direkt vom Winkel a bzw. vom 
Winkel p abhangt, kann mit Hilfe der ersten Strahlablenkeinrichtung 5 bzw. mit 
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Hilfe der zweiten Strahlablenkeinrichtung 35 die jeweilige Eindringtiefe des 
ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels 3 und des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels 33 eingestellt werden. 

In dieser Ausgestaltungsvariante ist das erste 
5 Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 ein Anregungslichtstrahlenbundel 43, 
wahrend das zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 ein 
Stimulationsstrahlenbundel 45 ist. Das AnregungsliclitstralilenbQndel 43 regt 
einen ersten schiclithaften Probenbereich der Probe 25 an. Das 
Stimulationslichtstralilenbundel 45 weist Licht einer Wellenlange auf, die zum 

10 Auslosen einer stimulierten Emission angeregter Probenmolekule geeignet ist. 
Die Eindringtiefe des evaneszenten Stimulationsbeleuclitungslichtes ist In 
dieser Variante geringer als die Eindringtiefe des evaneszenten 
Anregungsbeleuchtungslichtes. Die erste Lichtquelle 1 ist als gepulster 
Titansaphirlaser 47 ausgefuhrt. Die zweite Lichtquelle 31 ist ebenfalls gepulst 

15 und belnhaltet einen nicht gezeigten Titansaphirlaser, der einen nicht 
gezeigten OPO (Optisch parametrischen Oszillator) speist. Die erste 
Lichtquelle 1 und die zweite Lichtquelle 31 sind derart aufeinander 
synchronisiert, dass zunachst mit einem Puis des 
Anregungslichtstrahlenbundels 3 eine Probenanregung erfolgt und 

20 anschlieBend mit dem Licht des Stimulationslichtstrahlenbundels 31 in einer 
mit der Anregungsschicht uberlappenden Probenschicht eine stimulierte 
Emission ausgelost wird. Letztlich detektiert werden von dem Detektor 51 , der 
als CCD-Kamera 53 ausgefuhrt ist, die Fluoreszenzphotonen, die aus dem 
nicht von dem Licht des Stimulationslichtstrahlenbundels 31 beaufschlagten 

25 Anregungsbereich des Anregungslichtstrahlenbundels 3 stammen. Das aus 
diesem Bereich stammende Detektionsiicht 55 gelangt durch das 
Mikroskopobjektiv 19 zu dem Strahlteiler 15, passiert diesen, um 
anschlieBend auf die CCD-Kamera 53 zu treffen. 

Fig 2 zeigt eine Detailansicht eines erfindungsgemaBen Mikroskops zur 
30 Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. Ein erstes 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3, das ein Anregungslichtstrahlenbundel 43 
ist, ist zu einem ersten Fokus 23 fokussiert. Nach Durchlaufen des 
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Mikroskopobjektivs 19 (gestrichelt angedeutet) verlasst das 
Anregungslichtstrahlenbundel das Objektiv als Parallelstrahlenbundel und wird 
zur evaneszenten Probenbeleuchtung in einen Objekttrager 27 eingekoppelt. 
Ein zweites Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33, das ein 
5 Stimulationslichtstrahlenbundel 45 ist, wird zu einem zweiten in der 
Objektivpupillenebene 21 liegenden zweiten Fokus 39 fokussiert. Nach 
Durchiaufen des Objektivs 19 (gestrichelt angedeutet) veriasst das 
Stimulationslichtstrahlenbundel 45 als Parallelstrahlenbundel. Das 
Anregungslichtstrahlenbundel 43 veriasst das Objektiv 19 unter einem 

10 groBeren Winkel zur optischen Achse des Objektivs als das 
Stimulationslichtstrahlenbundel 45; demgemass ist die Eindringtiefe des 
Lichtes des Anregungslichtstrahlenbundels 43 in die Probe 25 groBer als die 
Eindringtiefe des Lichtes des Stimulationslichtstrahlenbundels 45. Der zu dem 
ersten Fokus 23 des Anregungslichtstrahlenbundels 43 zusammenlaufende 

15 Lichtkegel weist einen Offnungswinkel (pi auf, wahrend der zu dem zweiten 
Fokus 39 zusammenlaufende Lichtkegel des Stimulationslichtstrahlenbundels 
45 einen Offnungswinkel 92 aufweist, der kleiner als (pi ist; folglich ist der 
Durchmesser des das Objektiv 19 veriassenden 
Anregungslichtstrahlenbundels groBer als der Durchmesser des das Objektiv 

20 19 veriassenden Stimulationslichtstrahlenbundels 45. Demgemass ist die von 
dem Anregungslichtstrahlenbundel 43 evaneszent beleuchtete axiale Flache 
der Probe 25 groBer als die von dem Stimulationslichtstrahlenbundel 45 
evaneszent beleuchtete Probenflache. Mit dieser Anordnung ist es moglich, 
Verglelche der Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in 

25 unmittelbarer Nahe des Objekttragers 27 und tiefer gelegener Schichten zu 
Ziehen. Der von dem Anregungslichtstrahlenbundel 43 evaneszent 
beleuchtete erste Probenbereich 57 wird von dem Licht des 
Anregungslichtstrahlenbundels 43 optisch angeregt (schraffiert 
eingezeichnet). Der von dem Stimulationslichtstrahlenbundel 45 evaneszente 

30 zweite Probenbereich 59 ist kleiner als der erste Probenbereich 57 und 
uberiappt zumindest teilweise mit diesem. In diesem zweiten Probenbereich 
59 wird eine stimulierte Emission ausgelost und erst danach die spontan 
emittierten Photonen mit dem nicht gezeigten (gegateten) Detektor detektierl. 
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Die detektierten Photonen stammen im wesentlichen aus dem Teil des ersten 
Probenbereichs 57, der nicht mit dem zweiten Probenbereich 59 Qberlappt. 

Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere Ausfuhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstandlich, dass Anderungen und 
5 Abwandlungen durchgefuhrt werden konnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspruche zu verlassen. 
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Bezugszeichenliste: 





1 


erste Lichtquelle 




3 


erstesBeleuchtungslichtstrahlenbundel 


5 


5 


erste Strahlablenkeinrichtung 




7 


kardanisch aufgehangter Drehspiegel 




9 


erste Optik 




11 


zweite Optik 




13 


dritte Optik 


10 


15 


Straliiteiler 




17 


dichroitischer Straliiteiler 




19 


Mikroskopobjektiv 




21 


Objektivpupillenebene 




23 


Fokus 


15 


25 


Probe 




27 


Objekttrager 




29 


Immersionsmittel 




31 


zweite Lichtquelle 




33 


zweites Beleuchtungslichtstrahlenbundel 


20 


35 


zweite Strahlablenkeinrichtung 




37 


zweiter kardanisch aufgehangter Drehspiegel 




39 


Fokus 




41 


optische Achse 




43 


Anregungslichtstrahlenbundel 


25 


45 


Stimulationsstrahlenbundei 
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47 Titansaphirlaser 

51 Detektor 

53 Kamera 

55 Detektionslicht 

5 57 erster Probenbereich 

59 zweiter Probenbereich 
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Patentanspruche 



1. Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten 
Beleuchtungslichtstrahl zum Beleuchten einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl 

5 die Probe evaneszent beieuchtet. 

2. Mikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Mikroskop ein Objektiv mit einer Objektivpupille aufweist, und dass der erste 
Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl im 
Bereich der Objektivpupille einen Fokus aufweist. 

10 3. Mikroskop nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass ein 

Einstellmittel vorgesehen ist, mit dem die raumliche Position des Fokus 
innerhalb der Ebene der Objektivpupille veranderbar ist. 

4. Mikroskop nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Einstellmittel eine im Strahlengang des Beleuchtungslichtstrahlenbundels 

1 5 angeordnete einstellbare Strahlablenkeinrichtung umfasst. 

5. Mikroskop nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Abstand des Fokus von der optischen Achse des 
Objektivs - insbesondere zur Einstellung der Eindringtiefe in die Probe bei 
evaneszenter Beleuchtung - einstellbar ist. 

20 6. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, dass zur CARS-Untersuchung der erste 
Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist. 

7. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 

25 gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Anregungslichtstrahl zum optischen Anregen eines ersten Probenbereichs ist 
und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl zum 
Auslosen einer stimulierten Emission oder einer weiteren Anregung in einem 
weiteren, zumindest teilweise mit dem ersten Probenbereich uberlappenden 
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Probenbereich, ist. 

8. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Anregungslichtstrahl und der Stimulationslichtstrahl die Probe evaneszent 
beleuchten und dass der Anregungslichtstrahl eine groBere Eindringtiefe 

5 aufweist, als der Stimulationslichtstrahl. 

9. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Abstand des Fokus des Anregungslichtstrahl von der optischen Achse des 
Objektivs groBer ist, als der Abstand des Fokus Stimulationslichtstrahls von 
der optischen Achse. 

10 10. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl zeitlich gepulst ist. 

11. Mikroskop nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
erste Beleuchtungslichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl zeitlich 

15 gepulst sind und dass die der zeitliche Abstand der Pulse des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls zu den Pulsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahls 
einstellbar ist. 

12. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Durchmesser des ersten Beleuchtungslichtstrahls 

20 und/oder des zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellbar ist. 

13. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop zumindest eine Mehrlinienlichtquelle 
und/oder zumindest eine Breitbandlichtquelle aufweist und die Wellenlange 
bzw. die Wellenlangen des ersten Beleuchtungslichtstrahls und/oder des 

25 zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellbar ist. 

14. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop ein Rastermikroskop insbesondere ein 
konfokales Rastermikroskop ist. 

15. Verfahren zur - insbesondere mikroskopischen -Untersuchung 
30 einer Probe mit folgenden Schritten: 
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• Erzeugen eines ersten und eines zweiten Beleuchtungslichtstrahls 

• Beleuchten der Probe mit dem der ersten und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl, wobei zumindest der erste 
Beleuchtungslichtstrahl die Probe evaneszent beleuchtet. 

5 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Beleuclitung durch das Objektiv eines Mikroskops erfolgt, wobei der erste 
Beleuchtungslichtstralil und/oder der zweite Beleuchtungsiichtstrafil im 
Bereich der Objektivpupille des Objektivs einen Fokus aufweist. 

17. Verfahren nacli Anspruch 16, gekennzeichnet durch den weiteren 
10 Schritt: 

• Einstellen der raumliche Position des Fokus des ersten und/oder des 
zweiten Beleuchtungslichtstrahls innerhalb der Ebene der 
Objektivpupille mit einem Einstellmittel. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das 
15 Einstellmittel eine im Strahlengang des Beleuchtungslichtstrahlenbundels 

angeordnete einstellbare Strahlablenkeinrichtung umfasst. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 18, gekennzeichnet 
durch den Schritt: 

• Einstellen der jeweiligen Eindringtiefe in die Probe bei evaneszenter 
20 Beleuchtung durch Einstellen des jeweiligen Abstandes des Fokus von 

der optischen Achse des Objektivs. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur CARS-Untersuchung der erste 
Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl und der zweite 

25 Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Anregungslichtstrahl zum optischen Anregen eines ersten Probenbereichs ist 
und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl zum 

30 Auslosen einer stimulierten Emission oder einer weiteren Anregung In einem 
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weiteren, zumindest teilweise mit dem ersten Probenbereich uberlappenden 
Probenbereich, ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass der 
Anregungslichtstrahl und der Stimulationslichtstrahl die Probe evaneszent 

5 beleuchten und dass der Anregungslichtstrahl eine groBere Eindringtiefe 
aufweist, als der Stimulationslichtstrahl. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass der 
Abstand des Fokus des Anregungslichtstrahl von der optischen Achse des 
Objektivs grower ist, als der Abstand des Fokus Stimulationslichtstrahls von 

1 0 der optischen Achse. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl zeitlich gepulst ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass der 
15 erste Beleuchtungslichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl zeitlich 

gepulst sind und dass die der zeitliche Abstand der Pulse des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls zu den Pulsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahls 
eingestellt wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 25, dadurch 
20 gekennzeichnet, dass der Durchmesser des ersten Beleuchtungslichtstrahls 

und/oder des zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellt wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 26, gekennzeichnet 
durch den weiteren Schritt: 

• Einstellen der Wellenlange bzw. der Wellenlangen des ersten 
25 Beleuchtungslichtstrahls und/oder des zweiten 

Beleuchtungslichtstrahls. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 27, gekennzeichnet 
durch die Venwendung eines Mikroskops, insbesondere eines 
Rastermikroskops oder eines konfokalen Rastermikroskops. 



30 
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